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Criblage de molecules a activity anti-prion : 
kits, m^thodes et molecules cribl^es. 

La presente invention se rapporte H du criblage de molecules a 
activity anti-prion. Elle vise plus particuligrement des kits 
de criblage de molecules & activity anti-prion, les methodes 
de criblage, et une fatnille de molecules H activity anti-prion 
mise en Evidence & I'aide du crible selon 1' invention. 

Les prions sont des prot6ines infectieuses responsables chez 
les inammiferes de certaines maladies neuro-d6generatives de 
type encephalopathies spongi formes comme la maladie de 
Creutzfeldt -Jakob chez I'honime ou encore les maladies dites 
« de la vache folle » chez les bovins ou « tremblante du 
15 mouton » chez les ovins. Ces diff^rentes maladies sont 
provoqu^es par des agents infectievix non convent ionnels : ^ la 
difference des agents infectieux tradit ionnels (bactSries, 
virus par exemple) , ils ne contiennent pas d' acides 
nucieiques. Le Professeur Stanley Prusiner a formule 
20 I'hypothdse de « la prot6ine seule », selon laquelle 1' agent 
infectieux ne serait constitu^ que d'vme prot^ine. Cette 
proteine existe naturellement dans les cellules sous une forme 
« normale » (ou PrP^) , c'est-a-dire soluble, essentiellement 
sous f or'fne d'hSlice a et non agreg6e done" f onct ionnelle . Dans 
25 certaines conditions encore inconnues, cette prot^ine peut se 
transformer en une forme prion (ou PrP®'^) . Sous cette forme 
prion, la protSine forme des agr^gats insolubles, 
essentiellement sous forme de feuillets p. Le caractfere 
infectieux de cette conformation prion PrP®*^ viendrait du fait 
30 que, outre les caract^ristiques indiquies pr6cedemment , la 
proteine sous foirme prion gagne ggalement la capacite h 
catalyser le passage de la foinne cellulaire normale PrP'^ vers 
la forme prion PrP^^ dans un mScanisme de type « boule de 
neige » . 



# • 



La levure de boulanger Sacch&romyces cerevisiae contient 
plusieurs protgines se comportant comrae des prions (Femandez- 
Bellot et Cullin, 2001). D^s les annges soixante, deux 
m^canismes g6n6tiques non convent ionnels y sont d^crits. Bn 
1994, les ph^notypes correspondants [PSI+] et ont gte 

proposes comme resultant de 1' inactivation auto- cat alytique 
des protgines Sup35p et Ure2p respect ivement . Ces protgines 
prions prgsentent done a priori une analogie mecanistique avec 
les systdmes mammifdres d^lgtdres pour la sante publique. A 
I'instar de la protSine PrP, la protgine Sup35p « nortnale » 
passe d'un etat soluble k un Stat insoluble et agr6g6 d^s que 
la protSine est en contact avec une autre protSine Sup35p sous 
la forme prion. Get gtat agrggS est vSrifig tant par dee 
experiences de centrifugation que par des experiences d^^^ 
localisation intracellulaire. Les prions de la levure peuvent^ 
etre 61imin6s (« cur6s ») par une forte dose (3 a 5 tnM) de^ 
chlorure de guanidium. Suite k un tel traitement (qui doit^ 
§tre appliqug sur aii moins six a dix generations), les? 
agrggats proteiques g6n€x6a par la presence des prions^ 
disparaissent et la proteine en question (Sup35p, par exemple) 
se retrouve sous une forme normale, soluble, fonctionnelle 
mais ayant conserve la susceptibilite d'etre convertie sous 
une forme prion si elUn^-w-rfetrouvait k nouveau en contact- 
avec une autre proteine Sup35p dans un tel etat. 

La proteine Sup35p, en complexe het6rodimerique avec la 
proteine Sup45p, forme un facteur de terminaison de la 
traduction. Ce facteur reconnalt les codons stop opales (UGA) . 
Sous sa forme cellulaire normale (soluble et active) dans les 
souches [psi-], SUP35P, en association avec Sup45p termine 
efficacement la traduction au niveau de ces codons opales 
Dans une souche [PSj+] oO la proteine Sup35p est sous forme 
prion, elle est majoritairement presente sous forme" d'agregats 




insolubles. Ne pouvant pas se lier H Sup45p, elle est ainsi 
non fonctionnelle dans la terminaison de la traduction. Une 
petite fraction de 1' ensemble des prot^ines Sup35p cellulaire 
reste toutefois soluble dans ces cellules [PSr+] ou elle 
permet, en complexe avec Sup45p, d' assurer un « service 
minimum » de terminaison de la traduction, service essentiel a 
la survie de la levure. Un systdme colorim^trique permettant 
de teeter, de fa?on indirecte, la forme sous laquelle la 
prot^ine Sup35p est presente : normale ou prion, a 6t€ 61abor4 
a partir de ces constatations . Ce syst^me, dScrit depuis 
longtemps {voir 1' article de synthase par Fernandez -Bellot et 
Cullin, 2001), est bas^ sur 1' utilisation de I'allele adel-14 
du gSne ADEl, codant pour une enzyme de la voie de biosynthSse 
de 1' adenine : la SAICAR synthetase. Cette enzyme catalyse la 
formation de 4- (N-succinocarboxamide) -5 -amino imidazole 

ribonucleotide (SAICAR) & partir de 4-carboxy-5-aminoimidazole 
ribonucleotide (CAIR) . L' allele adel-14 contient un codon 
opale dans le cadre de lecture du gdne ADEl. Dans une souche 
[psi-1 , Sup35p en association avec Sup45p va done arr§ter la 
traduction du gdne ADEl au niveau de ce codon stop. La 
proteine adel-14p ainsi traduite sera tronqu^e et done non 
fonctionnelle. En consequence les substrats en amont de 
1' enzyme Adelp vont s'accumuler, notamment la 5-aminoimidazole 

ribonucleotide CAIR) . L'AIR etant oxyde en un c6tr5)6se de 

25 couleur rouge, les colonies formges par les cellules [psi-] 
seront de couleur rouge. En outre, ces cellules seront 
auxotrophes pour 1 ' adenine . A 1 ' inverse , dans une souche 
[PSJ+] , la proteine Sup35p est essentiellement prSsente sous 
forme d'agregats done incapable de s'associer avec Sup45p pour 
30 stopper la traduction au niveau du codon opale de 1' allele 
adel-14 du g§ne ADEl. En consequence, les ribosomes vont faire 
une pause au niveau de ce codon stop avant de reprendre leur 
activite de traduction (translecture) . Une certaine quantite 
de proteine Adelp fonctionnelle sera done synthetisee, les 



cellules seront autotrophes pour 1' adenine at formeront des 
colonies de couleur blanche k rosee. 



Dans un article paru dans P.N.A.S, I'gquipe du Pr. Stanley 
Prusiner divulgue un test de detection de molecules a activite 
anti-prion (Korth et al., 2001). Ce test est effectu6 sur un 
module de mammifdres (neuroblastomes murins infect^s par 
PrP^") . Les conditions de s^curit^ (laboratoire P3) et de 
cultures cellulaires (manipulations assez lourdes) 
permettent pas de r^aliser du cribiage k haut debit. 



ne 



La demande WO 98/30909 dgcrit ^galement un proc^d^ de cribiage 
de molecules a activity anti-prion r^alisg sur des rongeurs 
infectes par un agent transmissible non convent ionnel . Cette 
methode de cribiage presente les m§mes limites que la mSthode' 
d^crite dans P.N.A.S. 

Les travaux des inventeurs les ont amends a r^aliser un 
systeme de cribiage haut dSbit pour mettre en Evidence des 
molicules poss6dant une activite anti-prion, basg sur le 
systSme rapporteur colorimStrique de la prot^ine Sup35p, 
dScrit ci-dessus. 



La pr^senter^nvention est done relative H Ufi-Tclt— de cribiage 
de molecules a activite anti-prion, caracterise en ce qu'il 
comporte en combinaison une levure de phSnotype LPSI+] avec un 
antibiograirane . 

Bien que bas6 sur les prions des levures, le kit selon 
1' invention permet d'isoler des molecules actives centre les 
prions de mammifdres. L'exemple 7 suivant montre que les 
molecules les plus actives isol^es par le Pr. Prusiner 
presentent ggalement une activity dans le crible selon 
1' invention. 



Pourtant, on observe de nombreuses differences entre les 
prions de levure et les prions de matnmif dres . Dans xin article 
de la revue « Cellular and Molecular Life Sciences », le 
Professeur C.Cullin propose mSme au vu de ces differences de 
distinguer les prions de levures de c&vac des mammif Sres en 
employant le terme de « propagons ». Comme differences 
notables entre les « prions » (mamrnif ^res) et les 
« propagons » (levure) , on peut citer le caract^re 

cytoplasmique des propagons alors que le prion PrP des 
mamraifdres est vine proteine ancree a la membrane plasmique, le 

caractSre pathologique des prions de mammifdres, ainsi qu'un 

certain nombre de differences biophysiques (structure ternaire 

et quaternaire, reversibilite du curage^) 

L'un des principaux avantages d'un tel crible reside dans sa 
parfaite innocuite ce qui permet de le realiser dans un 
laboratoire de biologie moieculaire classique de niveau L2, et 
non, comme requis dans les techniques anterieures, dans un 
laboratoire de niveau P3. 

De plus, la grande facilite d' utilisation et le trds faible 
coiit de ce kit rend le criblage k haut debit realisable. 

-L' utilisation de 1 ' antibiogramme"pfermet en outre de tester en 
une seule experience un gradient de concentration, 
contrairement aux tests classiques, dans lesquels seule une 
concentration est testee. Pour chaque molecule dont on teste 
I'activite anti-prion, 1' utilisation de 1' antibiogramme permet 
egalement d' avoir des informations sur la toxicite du produit 
ainsi que sur le rapport activite/concentration, et de 
determiner ainsi la meilleure concentration efficace. 




Selon un mode de realisation prefere, la souche [PSJ+] 
utilisee dans le kit selon 1' invention porte une inactivation 
du gene ERGS. 

5 En effet, les levures sont naturellement asses peu perm^ables. 
3n particulier, la levure pref^ree pour la mise en oeuvre de 
1' invention, Sacchajromyces cerevisiae, presente une 
impermeability telle que la realisation d'un criblage s'avdre 
particulidrement peu efficace sans cette inactivation. 

10 

La methode d' analyse du crible selon 1' invention est visuelle. 
Selon I'activite ant i -prion de la molecule testee, les 
colonies de cellules auront une coloration rouge, rosea ou 
blanche. Le choix de la souche de levure peut permettre . . 

15 d'ameliorer le contraste entre les colonies. En effet, 

certaines souches dites <c Strong » facilitent 1' analyse (. 
visuelle du crible. De telles souches possddent un fort niveau 
d'agregation des formes prions. A contrario, la souche sera k- 
dite « Weak ^. Les souches preferees pour la mise en oeuvre de r*. 

20 1' invention sont done les souches de type <k Strong 

D'autres levures peuvent ^galement §tre utilis^es. On citera k 
titre d'exemples : KluyvGromycea lactis, Pichia mGthanolica., 
Saccharomyces ludwigli, Kluyv^romycea marxlanus, Pichla 
25 pastoris, Zygroaaccharomyces ronxi, Schizosaccharomyces pombe. 

Etant donnS la letalite synthetique observee entre 
1' inactivation du gene ERGS et 1 ' inactivation du gene TRPl, le 
gene ERGS pourra etre delete en utilisant le gene TRPl comme 
30 marqueur de deletion. 



Avantageusement , le kit comporte en outre un agent de curage 
des prions ^ doses sub-ef f icaces . 




Par curage, on entend une Elimination des formes prions dans 
les cellules de levure. Cette glitnination peut §tre temporaire 
ou definitive, 

A titre d'exemple, un agent de curage pour le prion peut etre 
I'eau oxygen^e ou pr6f Srentiellement , le chlorure de 
guanidium. 

Par doses sub-ef f icaces, on entend des doses qui utilisees 
seules ne suffiraient pas a curer les prions des levures. Les 
valeurs de telles doses sont donnees, dans les exemples qui 
suivent, pour le chlorure de guanidium. 

Les intergts de la presence d'un agent de curage k des doses 
sub-efficaces sont de renforcer la sensibility du crible et 
d'obtenir un meilleur contraste- 

Le kit selon 1' invention peut Stre mis en CEUvre dans une 
methode de criblage de molecules k activity anti -prion. Cette 
mSthode de criblage, 6galement vis^e par 1' invention, est 
caract6ris6e en ce qu'elle met en oeuvre la levure de 
phgnotype [PSI+] et comporte les Stapes suivantes : 

a. realisation d'un tapis de cellules in vitro 

b. dep6t des .-oomposEs Sl tester selon la me^ode de 
1 ' ant ibiogramme , 

c. inciibation pendant environ 2-4 jours k environ 20-25*>C, 
et , 

d* analyse de la coloration des colonies cellulaires. 

Cette methode possede des avantages analogues a ceux du kit 
selon 1' invention. II s'agit d'un test visuel, tres facile a 
analyser. Sa mise en oeuvre est tres simple et peu onereuse. 
Les precautions relatives & la securite sont celles d'un 
laboratoire classique de biologie moleculaire. Elle permet le 
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criblage massif : une personne seule peut cribler manuellement 
plus de 400 produits par jour. Un criblage de tres haut d^bit 
serait possible par automatisation de la m^thode. Le r€sultat 
du crible est r€vgl6 au bout de 7 jours, sans qu'il soit 
nScessaire de recourir k des manipulations lourdes entre le 
jour J et le jour J+7 (6ventuellement un changement de 
temperature de 1 ' incubateur) . Enfin, cette m^thode est 
particuli^reraent ^conomique . 

Selon un mode de realisation px€f6i:6, la m^thode de criblage 
selon 1' invention est caract§ris€e en ce que le gdne ERG6 de 
la levure est inactive. Une des levures pr^ferSes pour la mise 
en oeuvre de cette mgthode est 5aeci2aroinyces cerevisiae. 

Avantageusement, I'gtape a. de la mgthode de criblage coraportei- 
en outre I'ajout d'une dose sub-efficace de chlorure de.-- 
guanidium. 

La methode peut €galement comporter les Stapes suivantes : 

e. incubation pendant environ 2-4 jours a environ 2-6 "C,: 
et/ou, . 

f . realisation d'un test de criblage secondaire. 

L' incubation . -a .2-6-C permet d' accentuer -i€.— contrasts des 
colorations des colonies. 

Preferentiellement, le test de criblage secondaire pourra 
comporter les etapes suivantes : 

- construction d'une souche de levure dans laquelle le 
gdne ADE2 est sous le contr6le du promoteur du gdne 

DAL5 

- realisation des etapes a. a e, de la methode" de 
criblage selon 1' invention, I'gtape a. comportant en 




outre I'ajout d'une dose sub-efficace de chlorure de 
guanidium. 

Un tel crible secondaire permet de tester trSs rapidement si 
5 les molecules isol^es lors du crible primaire peuvent avoir un 
effet g^n^ral sur les prions chez la levure. En effet, les 
gSnes SUP35 (responsable du prion [P8I+]) et ORE2 (responsable 
du prion [URE3] ) cedent pour des enzymes ayant des fonctions 
totalement diff^rentes et dont les sequences primaires sont 
10 tr^s eloignees. 

L' invention couvre egalement les molecules isolees par la 
m^thode de criblage selon 1' invention. 

15 En particulier, la m€thode de criblage a permis d'isoler des 
agents anti-prion ayant la formule (I) suivante : 

R' 



/ 

.N=C 




(I) 



20 dans laquelle est un groupement H, NH2, NHR^, oil est une 

chaine alkyle ou alkylaminoalkyle de 1 a 10 
carbones, ramifi^e ou non, 
X repr^sente F, CI, Br, I, CP3, SR^, OR^, OH, NO2, 
COR^, CONH.-,, COOH, COOrS R^ est un groupement 

25 alkyl de 1 H 4 carbones, de pr^f^rence CH3 . 

p et n, identiques ou diff€rents, ggalent 0, 1 ou 
2, 

q Sgale 0 ou l . 



p 



Elle vise plus particulidrement les agents anti-prion de 
formule {II) : 



R' 

5 / 

2 1 10 9 (IIj 

5 

dans laquelle repr^sente un groupement H, NHa, NH-(CH2)3- 
N{CH3)2, KIH-CH(CH3)-(CH2)3-N(CH2-CH3)2, 
X repr^sente F, Cl, 

p et n, identiques ou diff brents, ggalent 0, 1 ou 
10 2. 
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Certains composes de cette famille sont particulierement 
actifs. II s'agit de la ph^nanthridine et de la 6- 
aminoph^nanthridine, ainsi que de leurs derives chlor^s, en 
particulier lorsque le chlore est place en position 8, 9, lo, 
de prgf#rence, en position 10 (voir dans les exemples qui 
suivent) . 



L' invention couvre en particulier les agents anti-prion de 
20 formule (III) : 




(III) 



11 

dans laquelle represents \m groupement H, NH2, NH-(CH2)3- 

N(CH3)2, NH-CH(CH3> - (CHj) 3-N (CH2-CH3) 2, 
X represents F, Cl, 

p St n, identiques ou diff brents, 4galent 0, 1 ou 
5 2. 

Cette famine de molecules, appel^e « Kastellpaolitines » par 
les inventeurs, poss^de H un degr^ plus ou moins fort 
1' activity anti -prion recherchee. En particulier, les derives 
10 chlorgs de cette famille sont particulidretnent efficaces. Les 
meilleures efficacites sont obtenues lorsque le chlore est 
place en position 2, 3, 4, de preference, en position 4 (voir 
KPl dans les exemples qui suivent) . 

15 Les agents anti-prion selon 1' invention sont particulidrement 
utiles pour I'obtention d'un tngdicamsnt dsstine a prevenir 
et/ou a traiter les maladies neurodegeneratives, en 
particulier de type k agregation de proteines, telle que les 
encephalopathies spongiformes, les maladies d' Alzheimer et de 

20 Hungtinton... Ces medicaments peuvent gtre a visee humaine ou 
veterinaire, en particulier pour des animairx domestiquss 
(vachss, moutons, ou sauvages (lynx, cervides tels que 

biches, eians, 



25 



30 



D'autres caracteristiques et avantages de 1' invention 
apparaxtront dans les exemples ci-dessous et en se referant 
aux figures suivantes: 

- la figure 1 se rapporte k la faisabilite du crible, 

- la figure 2 illustre le protocole de criblage, 

- la figure 3 est relative a I'isolement des 
Kastellpaolitines, de la phenanthridine et ^ leur 
relation struct ure/ act ivite, 

- la figure 4 se rapporte la determination de 
1' act ivite de la 6-aminophenanthridine, 




la figure 5 pr^sente les r^sultats des tests de cure 
liquide, 

la figure 6 se rapporte au crible secondaire bas€ 
sur le prion lURES} , et, 

la figure 7 dSmontre la validation du test avec la 
chlorpromazine et la quinacrine. 



Exemple 1 : Realisation du arible, 

1. BlatSriel et xnethodes 
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Organismes {Saccharomyces cerevlsiae) et milieux de culture 
La so'ache de levure haploide [PSI+J 74-D694 (Mat a, adel-14, 
trpl-289, 2iis3-A200, ura3-52, leu2-3,112) a 6t6 utilis^e dans 
la raise au point de la mgthode de criblage. La souche utilis€e 
est dite « Stronsr » car elle presente un ph^notype bien marqug 
lorsque le facteur de terminaison de la traduction Sup35p est 
sous une forme prion ou agr^g^e. 

20 Afin d'augmenter la penetration des inhibiteurs, les 
inventeurs ont modifig ggnetiquement cette souche en y 
introduisant une ntutation du gdne ERG6. Ce gene intervient 
dans la biosynthdse de I'ergostgrol, composant de la parol 
cellulaxfe— des levures. La mutation a efe "-J^alisee par 
insertion au niveau du site chromosomique du g^ne ERG6 d'une 
« cassette de deletion » correspondant au g^ne marqueur TRPl 
flanque par des sequences en ADN se trouvant en amont et en 
aval de la phase codante du gene ERG6. Cette cassette a 6t6 
produite par PCR en utilisant le plasmide pFA6a-kanMX6 corame 
matrice et les oligonucleotides 0BMIO6O (5') et 0BMIO6I (3') 
comme amorces. Les cellules de levure 74-D694 « Strong- » ayant 
integre la cassette de deletion (souche appel^e STRg6, dgposSe 
a la CNCM le 10 octobre 2002 sous le numSro 1-2943) sont 
celles qui se d^veloppent sur milieux minimum dgpourvu en 



25 



30 




tryptophane. La mutation Aerg6::TRPl a ensuite 6t6 v^rifi^e 
par PGR en utilisant I'ADN ggnomique de la souche STRg6 comrae 
matrice et les oligonucleotides oBM1030 (5') et oBM1063 (3') 
cotntne amorces . 

5 

Les amorces PGR utilisSes present ent les sequences en 

nucleotides suivantes : 

OBM1060 5' CGATTTAAGTTTTACATAATTTAAAAAAACAAGAATAAAATAATAATATAG 
TAGGCAGCATAAGCGGATCCCCGGGTTAATTAA 3' (SEQ ID N°X) 
10 OBM1061 5' CTGCATATATAGGAAAATAGGTATATATCGTGCGCTTTATTTGAATCTTAT 
TGATCTAGTGAATGAATTCGAGGTCGTTTAAAC 3' (SEQ ID N0 2) 
OBM1030 5' GGTACCTCGTTCGCGTAC 3' (SEQ ID N^S) 
OBM1063 5' CAGTCAGAAATCGAGTTCGA 3' (SEQ ID N°4) 

15 Sauf indication du contraire, les souches de levure sont 
cultivges a 30">C dans du milieu riche (yPDi|r) ou dans du milieu 
minimum. Lorsque ce n'est pas explicitement specif i#, les 
pourcentages correspondent H un rapport masse/volume. La forme 
g§losee est obtenue par ajout d'agar k 2%. 

20 YPDiJr : 1% d'extrait de levure (Fisher®), 2% de peptone (Gibco®) 
et 2% de glucose ; 

Milieu minimum : 0,175% de yeast nitrogen base without amino 
acid and anmonivim sulfate (Difco®) , 0,75% de sulfate d' ammonium 

et 2% de glucose. Ce milieu "est amenS a pH 6 . Afin de 

25 compenser les gventuelles auxotrophies, ce milieu peut etre 
complete, aprds sterilisation, par ajout d'acides amines 
(0,002% de L-Histidine et/ou 0,004% de L-Leucine et/ou 0,003% 
de L- Tryptophane) ou de bases azot^es (0,0025% d'Uracile et/ou 
0,008% d' Adenine) . 

30 

M4thode de criblage de substances & activity anti-prionesque 
(« Px-ion Halo Assay ») 

La mSthode de criblage Slabor^e est basSe sur le principe de 
I'antibiogramme. En effet, les composes H tester sont d^pos^s 
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sur un disque en papier filtre sterile, lui-mgme depos6 sur 
une boite de milieu YPDi|f solide contenant 0,2 mM de chlorure 
de guanidi\am pr^alablement ensemencge avec environ 10* cellules 
de la souche STRg6 afin de r^aliser un tapis de levure. 
L'ajout d'une faible quantity de chlorure de guanidium {0,2 
mM), dose sub-efficace pour curer les prions chez la levure 
(la dose ef f icace . gtant de I'ordre de 3 a 5 mM) permet 
d'augmenter la sensibility du test (voir la part ie R^sultats) . 
Les boites carries de 12 cm de c6tg sont ensuite incub^es 3 
jours a 23,50c pour permettre I'apparition et la croissance 
des colonies de levures. Ces boites sont ensuite stockees 3 
jours a 40c afin d'accentuer le coloration rouge presente 
autour des disques imbibes de substances actives sur la forme 
prion de la prot^ine Sup35p. La comparaison avec les temoins 
n^gatifs (d€p6t du solvant des inhibiteurs testes) et positif- 
(d^pet d'une solution de chlorure de guanidium k 300 mM, 
provoquant une elimination efficace des proteines Sup35p sous 
une forme prion) permet de juger de I'efficacite d'un composS. 
La figure 2 illustre le protocole de la m^thode de criblage : 
(1) Culture de la souche STRg6 ; (2) Dgp6t et gtalement avec 
des billes de verre st^riles de 3 & 4 mm de diamitre, 
d' environ iC^ cellules en phase exponentielle de croissance sur 
une boite de milieu solide YPDi|f contenant 0,2 mM de chlorure 

de guanidium :- -constitution du "tapis'' de ceiiuies- (3) 

D#p6t des disques de papier filtre stgriles selon un 
quadrillage permettant 1' analyse de 32 composes (tgmoins 
inclus) et dgp6t de 20 m maximum de chacun des produits a 
tester ,- (4) Incubation ; (5) Numgrisation du resultat 
obtenu ; (6) Exemple pr^sentant I'isolement d'un compost 
present ant une forte activity ant i -prion. 
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synthase de 11-aaiinodibenao [b, f 1 [1,4] thiaa^pines et de la 6- 
aminophenaiithridine 

Les il-aminodibenzo[b,f] [1,4] thiaz^pines, appel^s encore 
Kastellpaolitines, peuvent §tre pr6par6s en une seule 6tape. 
La synthase de ces produits a d6ja 6t6 d^crite dans la 
publication de Mettey et al . , 1997 . 



10 
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2. RSsultats 
Principe et faisabilitS du crible 

Le chlorure de guanidium, le seul produit connu pour curer 
efficacement les prions chez la levxire Sacch^romyces 
cerevisiae, a servi non seulement de t^moin positif tout au 
long du criblage, tnais aussi pour gtudier la faisabilitg de la 
methode ainsi que pour la mettre au point. Le chlorure de 
guanidium cure efficacement les diff^rents prions de levure a 
une dose comprise entre 3 et 5 mM (Fernandez -Bellot et Cullin, 
2001). Dans ces conditions, la cure necessite une presence 
constante de ce produit pendant six a dix generations en phase 
exponentielle de croissance compromettant la faisabilit^ du 
crible sur bolte tel que les inventeurs souhaitaient le 
r^aliser . 



25 La figure 1 montre la faisabilit^ du crible. 

Les trois panneaux de gauche : une souche [PSI+l est cultiv^e 
pendant 48H en presence de chlorure de guanidium k 5 nM (avec 
0,2% DMSO final) ou, comme contr61e avec seulement 0,2% DMSO 
final. A T = 0, puis toutes les 24H, une goutte de 10 jiL 

30 (environ lo' cellules) est depos^e sur une boite de milieu 
riche. La cure au chlorure de guanidium commence a avoir un 
effet aprds 24H de traitement, soit aprds 6 generations 
environ (une coloration ros€e commence a apparaltre) . Au bout 
de 48H, soit aprds 12 generations environ, la goutte de 
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cellules present e une coloration nettement rouge, signe d'une 
cure complete des cellules [PSX+] . 

Le panneau du milieu : quelques cellules sont pr^lev^es = 
48H et sont striees sur un milieu frais. Elles forment presque 
toutes des colonies rouges dans le cas de la cure au chlorure 
de guanidium. 

Le panneau de droite : ces mSme cellules sont culott^es au 
fond d'un tube Eppendorf apr^s culture liquide. Dans le cas de 
la cure au chlorure de guanidium, elles forment un culot 
rouge . 

La premiere 6tape a done consist^ k determiner si le chlorure 
de guanidium pouvait avoir un effet visualisable sur boite sur 
des cellules [PSr+] avec le systdme de pastilles k 
antibiogramme. Une fois cette gtape realisee, les inventeurs 
ont mis au point les conditions optimales de temperature, de 
milieu, de densite ainsi que de type cellulaire a utiliser 
(figure 2) . La souche pr^sentant la meilleure sensibility est 
la souche STRgS cultivSe a 23,5 OQ et en presence de 200 jiM de 
chlorure de guanidium. En effet, 1' introduction d'une dose 
sub-efficace de chlorure de guanidium dans le milieu permet ' 
d'augmenter la sensibility du test. 



-Criblage d'une chimlothSqae 

Des composes (environ 1000) ont 6t6 passes au crible en 
utilisant les conditions optimisees par les inventeurs (figure 
2) . Sur chaque boite, 15 fil de DMSO sont deposes sur le filtre 
en haut a gauche (t^moin n^gatif) et 15 ^1 d'une solution de 
chlorure de guanidium en solution a 300 mM dans le DMSO 
(t^moin positif) sont d€pos6s sur le filtre en bas a droite. 
Le mSme volume (15 ^1) de chacun des produits de la bangue 
(tous en solution a 10 mM dans le DMSO) est d4pos€ sur les 
filtres restants (trente par grande boite de PStri carr^e) . Un 
signal positif (visualisation d'un halo rouge autour du disque 



17 

a 



de papier filtre sterile star lequel le produit est depose) 
M obtenu pour cinq produits. Ces produits correspondent a 
quatre molecules d'une tnSme fatnille, appel^es 
. Kastellpaolitines par les inventeurs, et a une cinqui^me 
bien connue : la ph^nanthridine . 



g^emple 2 .» Xdenti£i«afclon des iTagtellpaoIi tinea efc de la 
f>benanthr±d±na . 

Les structures chitniques des Kastellpaolitines et de la 
ph^nanthridine sont pr^sent^es dans la figure 3B. Le panneau 
3A montre une analyse comparative de la taille des halos 
rouges obtenus respectivement avec 1' ensemble de ces molecules 
(toutes d^pos6es en quantity Squivalentes : 15 nl d'une 
solution a 10 mM dans le DMSO) . Cette experience permet de 
comparer 1' activity relative de chacun de ces produits. Le 
plus actif est la Kastellpaolitine 1 (ou KPl) suivi par la 
phinanthridine - 



) 



Synthese et test de la e-aminoph&iaaxthridine 

une analyse comparative de la phSnanthridine d'une part, et 
des KastellpaolitineK-d-'-autre part montre plusieurs-potnts • 
communs entre ces deux groupes de molecules (figure 3) . Les 
diff6rentes molecules y sont classics de la moins active a la 
plus active et leurs formules respectives indiqu^es. Toutes 
sont tri-cycliques, le cycle central contenant dans tous les 
cas un azote en double liaison avec un carbone adjacent. Par 
centre, chez toutes les Kastellpaolitines, le carbone du cycle 
central qui est en double liaison avec cette azote porte un 
groupement amino, ce qui n' est pas le cas pour la 
phenanthridine . Cette observation a conduit les inventeurs k 
vouloir tester la 6-aminoph6nanthridine . 



10 
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La 6-aminoph€nanthridine peut §tre prepare selon le mode 
operatoire mis au point par Kessar et al, 1969. 

La 6-aminoph6nanthridine a done et^ pass6e au erible selon 
1' invention, en comparaison avec les Kastellpaoli tines 1 (KPl) 
et 5 (KP5) ainsi qu' avec la ph^nanthridine . Le rSsultat est 
tr^s net : la 6-aminophgnanthridine est encore plus active que 
les Kastellpaolitines et que la ph^nanthridine . 

La figure 4 illustre les rgsultats de cette comparaison : 
I'activite de la 6-aminoph^nanthridine a et^. d^termin€e sur 
bo£t€ et cotnpar^e k celle des KPl et 5 et de la 
phgnanthridine. Pour les quatre raol6cules, la m^me quantity 
est d^pos^e (10 Hi d'une solution k 10 mM) . Dans le cas du 
t^moin positif (chlorure de guanidium) , la solution utilisge 
15 etait & 300 mM. 

Par consequent, en greffant ce groupetnent amino, 
caract^ristique des Kastellpaolitines sur la phgnanthridine , 
on a augments fortement 1' activity de cette demidre. 



Exemple 3 : 8ynerar±e entre les nrodulta isolSa 5 l^aide du 
crible et le chlorure de guanidium 



Toutes les molecules actives ont 6t€ isolees dans un milieu 
contenant une faible dose de chlorure de guanidium (200 / 
dose efficace = 4 mM) . Ce parti pris etabli lors de la mise au 
point du crible rgpondait au souci d'augmenter la sensibility 
(et done le seuil de detection de la methode) . L'effet des 
molecules dans des milieux contenant plus (500 fxM) de chlorure 
de guanidium ou n'en contenant pas, a par la suite gte 
observe. La phgnanthridine est tou jours active sur un milieu 
sans chlorure de guanidium, , mais son activity augmente 
fortement en fonction de la quantite de chlorure de guanidium 




(poTirtant en dose nettement sijb-ef f icace) dans le milieu. Ce 
rSsultat indique une synergie d' action entre le chlorure ..de 
guanidium et la ph6nanthridine . Le mgme r^sultat a €t6 obtenu 
pour toutes les autres molecules Isoldes par les inventeurs 
(les Kastellpaolitines et la 6-aminoph6nanthridine) . 



gjcemple 4 : VSriflaatlon de la cure en milieu ligniidB 

10 

Les inventeurs ont ensuite voulu determiner si lea halos 
rouges observes dans le test levure correspondaient bien a de 
la cure du prion [PSI+l et non pas a un artefact (par exemple 
ces halos rouges pourraient §tre dus a une inhibition directe 

15 de la cha£ne de biosynthdse de 1' adenine par ces molecules, ce 
qui conduirait a une accumulation de I'AIR) - Si ces molecules 
curent ef f icacement le prion [PSI+1 , un traitement en culture 
liquide de cellules [PSJ+] suivi d'un lavage desdites cellules 
doit leur permettre de former des colonies rouges sur \an 

20 milieu g^los# ne contenant plus les molecules. Ces tests ont 
€t# r^alis^s avec la e-aminoph^neuithridine sur la souche 
« strong » sauvage 74-D694. 

.Les— conditions de cure en milieu liquide—sont les suivantes : 
25 une souche tPSJ+] est cultiv^e pendant 5 jours en milieu 
liquide en presence des quantitSs indiqu^es des diff€rents 
produits (voir figure 5) . Toutes les 24H, une fraction 
aliquote est lav^e en milieu vierge de tout produit et d^posie 
sur un milieu g^lose solide (lui aussi vierge de tout produit) 
30 qui est trait€ ensuite comme indiqu^ en figure 2 - 



Comme montrS dans la figure 5, la 6-aminoph€nanthridine est 
capable de curer partielleraent le prion [PSJ+] dans un nombre 
significatif de cellules. L'efficacite de cure peut §tre 




notablement augmentee en rajoutant vine dose s\ib-ef f icace (100 
fiM) de chlorure de guanidium dans le milieu de culture. Dans 
une telle cure liquide, le m^me effet synergique que celui 
observe dans le test sur boite est ggalement retrouvg. 
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Exempls 5 : Mige au point efc utilisation d'nn crlble 
colorAaigtriqrue secondaire basS sur I'utiliaatioxx de [URE3 ] r un 
autre prion de levujre 

Un autre test rapide sur bolte a Ste realist, bas^ sur \m 
autre prion de levure : [aRE3] . Ce test constitue vm crible 
secondaire qui permet de g4n4raliser 1' effet des produits 
Isolds lors du crible primaire ^ un autre prion de levure. 1)6 
la sorte, il est possible d'ecarter les molecules actives 
uniquement centre le prion [PSJ+] et done moins int^ressante^' 
car d'un effet non ggnSral. 

Pour le prion [ORJBS] la souche haploide utilis6e est CC34 (Mat' 
20 a, trpl-1, ade2-l, leu2-3,112, hia3-ll,15, ura2 : : HIS3) . ^ 

La souche NT34 qui a servi pour le crible secondaire a 6t6 
construite & partir de CC34, souche dans laquelle la phase 
codante-dtt-g^ne DAL5 a €tg reirplacSe par celiL fai du y^ ne ADE2 en 
25 utilisant la Tn§me ra^thode que celle utilis^e pour la 
construction de la souche STRgS. Pour cela une cassette de 
d^l^tion correspondant au g^ne ADE2 flanque par des sequences 
en ADN se trouvant en atnont et en aval de la phase codante du 
g^ne DAL5 a etg produite par PGR en utilisant de I'ADN 
genomique de la souche haploide BY4742 (Mat a, his3Al, leu2Ao, 
lya2A0, ura3A0) comme matrice et les oligonucleotides : 

ACAACAAAACAAGGATAATCAAATAGTGTAAAAAAAAAAATTCAAGATGGATTCTAGAAC^^ 
TTGG (SEQ ID N^S) (5')/ et, 
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TATATTCTTCTCTGATAACAATAATGTCAGTGTATCTCACCACTATTATTACTTGTTTTCTA 
GATAAGC (SEQ ID N*»6) (3") comme amorces. 

La mutation dal5::ADE2 a ensuite 6t6 v6rifi€e par PGR en 
utilisant I'ADN g^nomique de la souche MT34 comme matrice et 
les oligonucleotides : 

ATAGTCTCTGCTCATAG (SEQ ID N®7) (5'), et, 
GCTTACAGAAATTCTAC (SEQ ID N°8) (3') comme amorces. 
La souche HT34 (Mat a, trpl-l, ade2-l, leu2-3,112, h±s3-ll,15, 
ura2::HIS3, dal5::ADE2) a 6te d6pos6e a la CNCM le 10 octobre 
2002 sous le num€ro 1-2942. 

Ce crible est bas6 sur le m§me systeme colorim^trique que le 
crible primaire. Dans la souche de levure SJT34, le gdne ADB2 
n'est plus sous contrdle de son propre promoteur, mais sous 
15 celui du gSne DAI.5. Lorsque la prot^ine Ure2p est sous forme 
prion ( [URE3] ) , la transcription h partir du promoteur du gdne 
DAL5 est activSe done le gdne ADB2 est exprim€, done les 
souches sont blanches et autotrophes pour 1' adenine. Lorsque 
la protgine Ure2p est sous forme normale ([ure3-0]), la 
20 transcription k partir du promoteur du gSne DAL5 est r^prim^e 
done le gdne ADjB2 n'est pas exprimg, done les souches sont 
rouges et axixotrophes pour 1' adenine. Lorsque la souche NT34 
est traitee avec 5mM de chlorure de guanidium pendant une 
dizaine de generations.,, elle forme des colonies rouges -(©©mme 
25 attendu et comme le feral t la souche [PSI+] utilis^e pour le 
criblage primaire). Comme on peut 1 ' observer sur la figure 6, 
la phgnanthridine et la 6-aminophenanthridine provoquent 
1' apparition d'un halo rouge lorsqu'elles sont d§pos6es sur le 
petit filtre lui-m§me dSposS sur le tapis de cellules 
30 pr^alablement etal§es sur le milieu nutritif gelose (mgme 
proc6d6 que pour le crible primaire, voir figure 2) . Ce 
rSsultat suggSre que ces produits sont ^galement actifs sur le 
prion [URE3] . II est & noter, toutefois, que ce crible 
secondaire est nettement moins sensible que le crible 




primaire. II est done tres utile pour observer rapidement si 
I'effet des molecules Isoldes lors du premier crible est 
gSn^ralisable k d'autres prions de levure mais en aucun cas il 
ne saurait se substituer au crible primaire. 

5 

Egeraple 6 : VSriflcatlon da la eux-e de [VRE3J en milieu 
ligizide 

Dexix types d' experiences ont 6t6 men^s afin de verifier que 
I'effet observe sur bo£te avec la souche NT34 correspond bien 

10 a de la cure. Tout d'abord, des cellules dans les zones 
environnant les filtres ont 6t6 r^cupgrees pour le t^moin 
negatif (DMSO) , positif (chlorure de guanidium) pour la 
phenanthridine et pour la e-aminophgnanthridine . Ces cellules 
ont ensuite 6t6 strides sur un milieu frais exeitpt de toutes.: 

15 ces molecules. Les cellules rScupgrees autour des filtres* 
forment toutes des colonies rouges, i 1' exception de celles *v 
r^coltees autour du t6moin negatif. Ce rSsultat montre que la-t 
coloration rouge observ^e sur boite pour la souche NT34 s 
correspond bien k une cure et non k un artefact li6 a une ? 

20 inhibition d'une enzyme de la voie de biosynthdse de 1' adenine? 
(dans ce cas, la coloration rouge serait perdue sur un milieu" 
sans inhibiteur) . L'effet de cure de la ph6nanthridine et de 
la 6-aminophenanthridine a ggalement etg verifie directement 
sur le prion — tORSS].... Des cellules [ZJRE3} de la— souche • CC34 

25 poussent sur un milieu appeie USA alors que des cellules 
curves ([ure3-0]) sont incapables de pousser sur ce milieu. 
Les inventeurs ont examine la capacite de cellules [URE3] 
traitees par 200 de chlorure de guanidium (temoin negatif) , 
par 5 mM de chlorure de guanidium (temoin positif) ou par 

30 differentes doses de 6-aminophenanthridine (seule ou en 
combinaison avec 200 nM de chlorure de guanidium) a pousser sur 
un milieu USA. La 6-aminophenanthridine est capable de curer 
le prion [XIRES} de fagon significative et, tout comme pour le 
prion [PSJ+] , cet ef f et est accentue par xine faible dose de 
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chlorure de guanidiutn (200 MM). Ces r^sultats, outre le fait 
qu'ils valident le crible secondaire avec la souche ISIT34, 
suggerent que I'effet des inhibiteurs mis en evidence par 
ledit crible devrait §tre g^nSral sur tous les prions de 
5 levure. 

Ej€em^le 7 : Validation du crlblo avec doux molScules actives 
sur la prion deg masamiferes PrP : la chlorprom&zlne efc la 
cyuiaacrine 

10 Le laboratoire de Stanley Prusiner, pdre de I'tiypothese 
« prot^ine seule » et prix Nobel en 1997, a isole un certain 
nombre de molecules actives sur le prion de maramifere PrP 
grace k un systSme de cellules murines (neurobl as tomes) 
chroniquement inf ect^es par le prion PrP^^ (Korth et al . , 

15 2001) . Ce systfeme, de par sa lourdeur et sa complexity, ne 
peimet pas un criblage massif comme celui mis au point par les 
inventeurs, Aussi I'approche du groupe de Stanley Prusiner a- 
t-elle yt6 de tester une k une, parmi les molecules deja 
utilisges comme medicaments, toutes celles qui passent la 

20 barriere hemato-enc^phalique. Certaines molecules, comme 
notamment la quinacrine (utilis^e comme anti-paludeen depuis 
longtemps) ou la chlorpromazine (un anti-depresseur) 
presentent une activite notable dans leur syst^me. De fagon 
valider le crible7 les inventeurs ont done te"s't'e* la 

25 chlorpromazine et la quinacrine dans leur systeme levure. 
Comme montre dans la figure 7, ces deux molecules presentent 
une certaine activite contre le prion [P^J+] . II faut 
toutefois noter que leurs activites sont nettement inferieures 
a celle de la 6-aminophfSnanthridine- On peut egalement relever 
30 que la chlorpromazine et la quinacrine, tout comme 1' ensemble 
des molecules mis en Evidence par 1' invention, presentent une 
forte synergie d' act ion avec le chlorure de guanidium (Sur la 
figure 7, le milieu utilise contient 200fxM de chlorure de 
guanidium) • Ce dernier resultat sugg^re que ces dexix molecules 
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agissent sur la mgme voie biochimique que les molecules 
isolees selon 1' invention. 

Par ailleurs, il est interessant de noter que la quinacrine,- 
dont 1' activity est environ dix fois supgrieure a celle de la 
chlopromazine dans le test du Pr. Prusiner, pr^sente ggalement 
une activitS nettement supgrieure a celle-ci dans le crible 
mis au point par les inventeurs. En outre, tout comme dans le 
test du Pr. Prusiner, la chlorpromazine et la quinacrine 
ngcessitent tan traitement prolong^ (au moins 6 jours dans le 
cas du test du Pr. Prusiner, au moins deux a trois jours dans 
le cas du crible selon 1' invention) avant de d^celer une 
activity. 

Toutes ces correlations entre 1' activity de la quinacrine et 
de la chlorpromazine selon le test ou le crible utilise 

15 permettent de valider 1 'utilisation de la m^thode selor^" 
1' invention pour realiser des criblages haut d^bit en vu% 
d' isoler des molecules susceptibles de constituer dest 
medicaments efficaces (sur les maramifdres et en particulier, 
sur I'homme) centre des maladies neurodegeneratives itipliquanti 

20 des agregats proteiques, de type encephalopathies- 
spongiformes, maladies d' Alzheimer, de Hungtinton... 




References bibliographiques 



Femandes-Bellot et al., -The protein-only theory and the yeast 

Saccharomyces cerevisiae: the prions and the 
propagons", CMLS, 2001, 58:1857-1878. 

Korth C. etal., ^Acridine and phenothiazine derivatives as 

pharmacotherapeutics for prion disease", 
PNAS, 2001, 98(17) :9836-9841. 

Mettey Y. et al., -Synthesis of 11-Aminodibenzo [b, fj [1, 4] 

thiazepines and Fluoro derivatives", J. 
Heterocyclic Chem. , 1997, 34:465-467. 



Kessar S.V. et al.. Tetrahedron Letters, 1969, 1151. 




Revendications 



1. Kit de criblage de molecules a activity anti-prion, 
caracteris^ en ce qu' il comporte en combinaison ime levure de 
phinotype [PSJ+] avec un antibiogramme . 

2. Kit selon la revendication 1, caractgrisg en ce que le gdne 
ERG6 de la souche [PSJ+J est inactive. 

3. Kit selon la revendication 1 ou 2, caract^rise en ce que la 
levure est Saccharomycea cerevxslae. 

4. Kit selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, 
caractgrisg en ce qu'il comporte en outre un agent de curage 
des prions a doses sub-ef ficaces. 

5. Kit selon la revendication 4, caracterise en ce que 
1' agent de curage des prions est le chlorure de guanidium. 

6. Mgthode de criblage de molecules ^ activity anti-prion, 
caracteris^e en ce qu'elle met en oeuvre la levure de 
ph^notype IPSI+} et comporte les Stapes suivantes ; 

a. realisation d'un tapis de cellules in vitro 

b. dgp6t des— coinpos^s & tester selon la m^thode— de- 
1 ' antibiogramme , 

c. incubation pendant environ 2-4 jours a environ 2 0-25°C, 
et , 

d. analyse de la coloration des colonies cellulaires. 

7. M6thode de criblage selon la revendication 6, caracteris6e 
en ce que le gdne ERG6 de la levure est inactivg. 

8. Methode de criblage selon la revendication 6, caract^ris^e 
en ce que la levure est Saccharomyces cerevisiae. 



9. M^thode de criblage selon I'xme quelconque des 
revendications 6^8, caract^risSe en ce que l'€tape a. 
comport e en outre I'ajout d'\me dose s\ib-ef f icace de chlorure 

5 de gucinidium. 

10. Methode de criblage selon I'xine quelconque des 
revendications 6 a 9, caract6ris€e en ce qu'elle coraporte en 
outre les etapes suivantes : 

10 e. incubation pendant environ 2-4 jours a environ 2-6<'C, 

et/ou, 

f. realisation d'un test de criblage secondaire. 

11. Methode de criblage selon la revendication 10, 
15 caract^ris^e en ce que le test de criblage secondaire cotnporte 

les 6tapes suivsuites : 

- construction d'lone souche de levure dans laquelle le 
gdne ADE2 est sous le contr61e du promoteur du gdne 
DAL5 

20 - realisation des Stapes a. a e. des m€thodes selon 

les revendications 6 et 10, I'^tape a. comportant en 
outre I'ajout d'une dose stjb-eff icace de chlortare de 
guanidium . 

25 12. Agents ant i -prion de formule (I) 
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dans laquelle est un groupement H, NH2/ NHR^, oCL est xane 

chalne alkyle ou alkylaminoalkyle de 1 li 10 
carbones, ramifies ou non, 
5 X repr^sente CI, Br, I, CF3, SCH3, OCH3, OH, 

NO2, COCH3, CONH2, COOH, COOR^, ou R^ est un 
groupement alkyl de 1 §. 4 carbones, 

p et n, identiques ou diffSrents, egalent 0, 1 ou 
2, 

10 q ggale 0 ou 1. 

13. Agents anti-prion selon la revendication 12, de formule 
(II) dans laquelle : 




15 2 1 10 9 (II) 



R^ represent e un groupement H,' NH2/ NH- ( 0112)3- 

N(CH3)2/ NH-CH(CH3) - (CHg) 3-N ( CH2-C H3) 2. 
X repr^sente F, CI, 
20 p et n, identiques ou diff brents, 6galent 0, 1 ou 

2. 



14. Agents anti-prion selon la revendication 12, de formule 
(III) dans laquelle : 




dans laquelle R' est un groupement H, NH2r NHR^, oil est une 

chalne alkyle ou alkylamixioalkyle de 1 & 10 
carbones, ramifi^e ou non, 
5 X repr^sente F, CI, Br, I, CF3, SCH3, OCH3, OH, 

NO2, COCH3, CONH2, COOH, COOR^, ou R^ est un 
groupement alkyl de 1 ^ 4 carbones, 

p et n, identiques ou diff^rents, egalent 0, 1 ou 
2, 

10 q ggale 0 ou 1. 

13. Agents anti-prion selon la revendication 12, de formule 
(II) dans laquelle : 



R' 
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R' represente un groupement H, NH2, NH-(CH2)3- 

N(CH3)2/ NH-^-{eH3) -(CH2)3-N(CH2-CH3)2/ 

X represente F, CI, 
20 p et n, identiques ou differents, egalent 0, 1 ou 

2. 



14. Agents anti-prion selon la revendication 12, de formule 
(III) dans laquelle : 




6 5 4 (III) 

represente un groupement NH2, NH- (012)3- 

N(CH3)2. NH-CH(CH3) - (CH2) 3-N {CH2-CH3) 2 , 
5 X represente F, CI, 

p et n, identiques ou diff brents, ^galent 0, 1 ou 
2. 

15. Utilisation des agents anti-prion selon I'une quelconque 
10 des revendi cat ions 12 k 14, pour I'obtention d'lin medicament 
destinS k trait er les maladies neurodegeneratives impliquant 
des agregats proteiques . 



16. Utilisation selon la revendication 15, caracterisee en c"e 
15 que les maladies sont les encephalopathies spongif ormes, le's 
maladies d' Alzheimer et de Hungtinton. 




(Ill) 



R' repr^sente un groupement H, NH2, NH-(CH2)3- 

N(CH3)2, NH-CH(CH3) -(CH2)3-N(CH2-CH3)2/ 
X represent e F, CI, 

p et n, identiques ou differents, egalent 0, 1 ou 
2. 

15. Utilisation des agents anti-prion selon I'Tine guelconque 
des revendications 12 a 14, pour I'obtention d'un medicament 
destine cl traiter les maladies neurodegeneratives impliquant 
des agregats protSiques. 

16. Utilisation selon la revendication 15, caracterisee en ce 
que les maladies sont les encephalopathies spongiformes, les 
maladies d' Alzheimer et de Huntington. 
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SEQXJENCE LISTING 



<110> CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQXJE (C.N.R.S.) 

<120> Criblage de molecules H activite anti-prion : kits, methodes 
molecules criblees. 

<130> CNRS-1653 

<160> 8 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 84 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 1 V 

cgatttaagt tttacataat ttaaaaaaac aagaataaaa taataatata gtaggca^a 
taagcggatc cccgggttaa ttaa 

<210> 2 ^ 

<211> 84 

<212> DNA 

.<213> Artificial 

<400> 2 

ctgcatatat aggaaaatag gtatatatcg tgcgctttat ttgaatctta ttgatc tagt 
gaatgaattc gagctcgttt aaac 

<210> 3 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 3 

ggtacctcgt tcccgtac 




<210> 4 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 4 

cagtcagaaa tcgagttcca 

<210> 5 

<211> 66 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 5 

acaacaaaac aaggataatc aaatagtgta 
agttgg 

<210> 6 

<21l> 69 

<212> DNA 

<213> Artificial 

<400> 6 

tatattcttc tctgataaca ataatgtcag 
tagataagc 

' <210> 7 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Artificial 
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aaaaaaaaaa ttcaagatgg attctagaac 



tgtatctcac cactattatt acttgttttc 



<400> 7 

atagtctctg ctcatag 



<210> 8 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> Artificial 



<400> 8 

gcttacagaa attctac 
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